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RESUME - Les hyphes de Nectria haematococca traités par la cvtohélicase сп vue 
de l'obtention de protoplastes présentent, apres 3h de traitement. des remaniements 
importants au niveau du noyau et des organttes cytoplasmiques. Les protoplastes ob- 
tenus. montrent au cours de leur evolution des empilements de vésicules 
membranaires formées à partir de la membrane nucléaire; ces empilements sont asst- 
milables aux lametles annelées décrites dans divers matériels tels quc les oocytes et 
certains tissus glandulaires animaux et dans le pollen de quelques plantes. Le role de 
ces structures est discute, 


ABSTRACT - Nectria haematococca hyphae, treated by cytohelicase for protoplast 
obtention, show, after 3h of treatment, important cell modification in the nucleus 
and in cytoplasmic organelles. The protoplasts show during their evolution, mem- 
brane vesicles stacks which may be assimilated to annulate lamellae described in var- 
ious organisms. The function of these structures is discussed. 


MOTS CLES: Ascomycetes, infrastructure, lamelles annelées, noyau, protoplastes. 


Les protoplastes de champignons filamenteux sont des outils de plus en 
plus utilisés pour l'étude de nombreux problèmes: formation de la paroi, 
régénération génétique, transformation. Dans natre laboratoire, nous nous 
en servons pour l'étude du determinisme de la différenciation chez Nectria 
haematococca (Daboussi, 1985). Des études préalables sur les divers facteurs 
influant sur le rendement optimal (Lahbil, 1984) nous ont amenés 4 effec- 
tuer une étude ultrastructurate du mycélium, soumis à l'action de la 
cytohélicase et des protoplastes à divers stades de leur évolution. II existe ac- 
tucllement plusieurs travaux sur l'infrastructure des protoplastes de champi- 
gnons filamenteux (Gibson & Peberdy, 1972; Isaac & al., 1979; Tanaka & 
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al., 1981), mais peu d'observations concernent la structure des hyphes traités 
par les enzymes pectolytiques dans le milieu d'incubation. Manocha (1968) a 
présenté quelques images de conidies de Neurospora crassa traitées de 3 а 4 
heures par une solution d’enzyme d'escargot, dans lesquelles on peut obser- 
ver des modifications de structure du noyau. Nos observations recoupent 
celles des auteurs précités, et nous permettent d'apporter des précisions sur 
l'origine et le rôle d'infrastructures cytoplasmiques lamellaires. 


MATERIEL ET METHODES 


Organisme: Nectria hacmarococca (Berk. et Ber.) Wr.. souche sauvage 
51. est fourni par le Centraal bureau Voor Schimmerlculture de Baarn 
(Netherlands). 


Culture et obtention de protoplastes: Ces méthodes ont été décrites dans 
un précèdent travail (Lahbil, 1984); nous les rappelons briėvement: du 
mycelium provenant d'une culture âgée de 20h est préincube dans une solu- 
tion de mercaptoéthanol (0,1%) dans KCI 0,6M pH 5.8. Après 4 rinçages 
dans la solution de KCI 0,6M, le mycėlium est resuspendu dans cette méme 
solution contenant la préparation enzymatique (cytohelicase lyophilisée IBF 
2 тесті. 5 ml de milieu d'incubation pour 0.1g de mycélium}. L'incubation 
dure de І à 4 heures. 


Techniques de microscopie électronique: Le matériel, traité ou non par la 
cytohélicase, est fixé pendant 3h dans une solution de glutaraldéhyde à 4% 
en tampon phosphate OIM pil 6.9 additionné de KCI 0,6M. Apres 2 
rinçages dans le méme tampon, le matériel est ensuite post-fixé pendant 18 h 
dans une solution de tetroxyde d'osmium à 2% et cst ensuite pre-inclus dans 
la fibrine suivant la méthode de Charret & Faure-Fremiet (1967), déshydraté 
et inclus dans VEpon. Les coupes fines sont contrastées par l'acttate 
d'uranyle à 2% pendant 30 mn et par le citrate de Plomb pendant 10 mn. 


Pour la détection de polyholosides liés en C1-C4, nous avons utilise le 
lest Patag d'apres Thiery (1967). 


RESULTATS 


Ultrastructure des hyphes non traités par l'enzyme 


Les hyphes âgés de 24h présentent en coupe transversale des 
caractéristiques suivantes: 


- la paroi est d'épaisseur régulière de l'ordre de 90 nm, elle apparait 
claire aprés coloration uranyle-plomb (Fig. 1. 2); le test Palag révèle une 
structure fibrillaire traduisant la présence de f 1-4 glucanes, essentiellement 
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de Іа chitine (Fig. 3); les polyholosides liés en CI-C3 ne sont pas révélés раг 
ce 1est, 


- le eytoplasme a une structure comparable à celle que l'on rencontre 
généralement chez les ascomycetes; trés dense, 1 contient la plupart des 
organites habituels: noyau d'aspect homogene, ribosomes, mitochondries 
(Fig. 2, 3); les amas de glycogène sont abondants (Fig. 1); les vacuoles sont 
inexistantes. À partir de 24h, les hyphes se remplissent de grosses inclusions 
lipidiques, qui sont les marqueurs de cellules distales; les organites cellulaires 
se rarélient, et on peut observer quelques rares vacuoles. 


Ultrastructure des hyphes au cours de la digestion enzymatique 


On n'observe pas de différence significative entre la structure des 
hyphes traités durant Ih dans la solution d'enzymes et celle des hyphes non 
traités. Bien que des protoplastes soient libérés à partir de 30 mn 
d'incubation tLahbil, 1984), le nombre d'hyphes sur lequel lhydrolyse 
enzymatique produit un effet visible doit être très faible dans les culots fixes. 


Par contre, l'observation des culots d'hyphes traités pendant 3h montre: 


- des sections d'hyphes dont la paroi n'a pas été (ou peu) attaquée par 
les enzymes: les structures sont identiques à celles des témoins, 


des structures membranaires diverses, essentiellement des vésicules 
émises par le plasmalemme au cours de l'extrusion du protoplaste, ou 
formées secondairement ("subprotoplaste”), 


- des sections de protoplastes totalement démunis de parois. 


- des sections d’hyphes dont la paroi est plus ou moins digèrée (Fig. 4, 
5. 6,7,8). L'aspect de la paroi de ces hyphes est variable: il peut être iden- 
tique à celui des hyphes témoins (Fig. 4, flèche) ou moins bien délimité (Fig. 
, 6). pouvant à la limite se présenter comme un résidu fibrillaire diffus 
(Fig. 8, Méche). Le test Patag révèle une couche externe fortement positive, 
contenant des granules de 37 nm de diamétre environ, d'épaisseur irrégulière 
et parfois interrompue par des pores (Fig. 7. flèches) La cytohélicase 
hydrolysant les glucanes liés en 1-3, cette couche est essentiellement 
constituée de chitine. 


A 


Le cytoplasme montre des différences importantes par rapport à celui 
des hvphes témoins; il apparait plus clair. sans doute à cause d'une forte 
hydratation et contient des vacuoles caractéristiques (Fig. 4, 7. 8). Le 
glycogéne a totalement disparu et ne peut étre révélé par le test Patag. Quel- 
ques inclusions lipidiques peuvent être observées. Les mitochondries sont 
parfois dilatées (Fig. 8). 


Le noyau presente les modifications les plus remarquables: on peut ob- 
server parfois un réarrangement du matériel intranueléaire, qui est plus 
condensé en périphérie qu'au centre, où il peut apparaitre sous forme d'un 
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réseau fibrillaire lâche; ceci se traduit par une différence d'aspect ténue (Fig. 
3, fléches) ou marquée (Fig. 6) on observe egalement des dilatations 
localisées ou generalisees de l'enveloppe nucléaire (Fig. 6, 5, têtes de flèches). 


Ultrastructure des protoplastes obtenus 


Les protoplastes nucleés ont, soit un cytoplasme dont l'organisation est 
compatible avec une viabilité, soit un cytoplasme fibreux, dépourvu de 
ribosomes et par conséquent non viable. 


La premiere catégorie est représentée dans les figures 9. 10. Le 
plasmalemme est plus ou moins ondulé: on peut parfois observer quelques 
extrusions (Fig. 10, Méche). Les ribosomes sont abondants. 


Les mitochondries sont assez nombreuses, avec des crêtes paralleles et 
une matrix dense (Fig. 9), ou bien avec des crêtes dilatees et une matrix clai- 
re (Fig. 10}. On observe des inclusions lipidiques denses, et plus rarement de 
petits amas de glycogene clairs (Fig. 9) dont la nature a pu être vérifiée par 
le test Patag. Les vacuoles sont généralement présentes et leur taille est va- 
riable; elles contiennent parfois des précipités denses constitués de 
polyphosphates (donnant une coloration metachromatique avec le bleu de 
toluidine); certaines sections sont dépourvues de vacuoles, le protoplaste 
n'en contenant pas, ou le plan de coupe ne passant pas à leur niveau. 


Nous avons parfois observé des structures assimilables aux appareils de 
Golgi (Fig. 11}, tels qu'ils ont été décrits dans le mycélium de divers cham- 
pignons filamenteux (Dargent & al., 1982: Newhouse & al.. 1983). 


Une des caractèristiques les plus remarquables des protoplastes est la 
présence dans le cytoplasme de cisternes de reticulum lisse: ces cisternes peu- 
vent être aplalies (Fig. 9), dilatėes. ou alternalivement aplaties et dilatées 
(Fig. 13. 14. 15); souvent, on peut en observer des empilements importants, 
jusqu'a une dizaine (Fig. 13); elles peuvent se situer au sein du cytoplasme 
au en position périphérique. à proximité du plasmalemme (Fig. 9, flèches, 
Fig. Il}. Ces structures se forment à partir de l'enveloppe nucléaire; celle-ci 
se dilate localement (Fig. 15, 16, 17), forme des extrusions qui s'isolent dans 
le cytoplasme sous forme de vésicules qui s'aplatissent lateralement et 
fusionnent entre elles (Fig. 15. 16). 


L'organisation interne du noyau ne présente aucune caracléristique 
particuliere (Fig. 9. 10, 17) Nous n'avons pas retrouvé les ségrégations de 
matériels vues dans les hyphes en vote de digestion dans la cytohélicase, et 
décrites dans des protoplastes d'Aspergillus niger libérés au bout d'lh 
(Gibson & Peberdy, 1972). Nous avons parfois observé 2 profils de noyau 
par coupe provenant de protoplastes plurinucléés. 


Le test Patag appliqué aux coupes de protoplastes ne permet pas de 
détecter l'accumulation de polyholosides liés en СІ-С4 à l'intérieur des 
cisternes: le contraste modėrė des membranes est comparable à celui des au- 
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tres organites; seules quelques petites vésicules contiennent un précipité den- 
se (Fig. 12, Meche). 


DISCUSSION 


Le passage de cellules hyphales à l'état de protoplastes entraîne des 
perturbations physiologiques partiellement visualisėes par des modifications 
d'infrastructure. Certaines de ces modifications sont précoces et apparais- 
sent alors que la paroi n'est pas encore totalement désorganisée: il s'agit de 
l'apparition des vacuoles. du gonflement des mitochondries et de l'enveloppe 
nucléaire, résultant de l'entrée d'un flux d'eau dans la cellule; la modifica- 
tion de l'organisation nucléaire interne signalée par Manocha (1968) dans 
des conidies de Neurospora en cours de digestion, Gibson & Peberdy (1972) 
dans des protoplastes d` Aspergillus formés précocement et nous-mêmes dans 
des hyphes de Nectria en cours de digestion, ne trouve pas une explication 
immediate; s'il ne s'agit pas d'un artefact, on peut y voir une reorganisation 
"d'urgence" du fonctionnement nucléaire face à des conditions extérieures 
drastiques, avec modification des priorités au niveau de la transcription: cet- 
te hypothèse s'appuie en partie sur le fait que les ribosomes sont abondants 
dans le cytoplasme des protoplastes. mais nécessiterait une étude plus appro- 
fondie à l'aide d'études cytochimiques des acides nucleiques. 


La présence de reticulum est générale dans les protoplastes de champi- 
gnons filamenteux; Gibson & Peberdy (1972) observent du reticulum granu- 
leux dans des protoplastes d' Aspergillus; des images de cisternes empilées 
ont été publiées par Manocha (1968) dans des protoplastes de Neurospora, 
par Isaac & al. (1979) dans des protoplastes d' Aspergillus, et par Tanaka & 
al. (1981) dans des protoplastes de Pyricularia oryzae: ces derniers auteurs as- 
similent ces structures des appareils de Golgi intervenant dans la 
régenération de la parot; cette interprétation ne peut étre retenue: les appa- 
reils de Golgi identifiés chez les Septomycétes ont une morphologie très 
differente; des études ont été failes à ce sujet par Dargent & al. (1982) chez 
Hypomyces chlorinus et par Newhouse & al. (1983) chez Endothia parasitica; 
dans les protoplastes de Nectria. nous avons observé quelques structures 
pouvant être assimilées aux organites décrits par ces auteurs, ей (res 
différentes des empilements lamellaires. 


Nous avons vu que, chez Nectria haematococca, les empilements de 
cisternes dans les protoplastes proviennent d'un bourgeonnement de l'enve- 
loppe nucléaire; ce type de structure est comparable aux lamelles annelées 
décrites dans diverses cellules animales reproducirices ou neoplasiques, et 
dans des grains de pollen (voir les revues de Wischnitzer (1970) et de Kessel 
(1983)). Les fonctions attribuées à ces structures sont variées; transport de 
matériel nucléaire dans le cytoplasme, genése de reticulum, fixation de 
polysomes; il n'y a encore aucune évidence pour qu'une ou plusieurs de ces 
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fonctions puissent être attribuées à ces structures dans les protoplastes de 
Nectria. 


Des bourgeonnements de l'enveloppe nucléaire ont été décrits chez di- 
vers Ascomycètes, en particulier par Carrol (1967), Wells (1972) et Beckett 
(1981); les vésicules issues de ces bourgeonnements participent à la for- 
mation de la membrane délimitant l'ascospore. Dans les protoplastes de 
Nectria, des cisternes issues de la membrane nucléaire bordent le 
plasmalemme et peuvent avoir un rôle voisin des bourgeonnements 
nucléaires des noyaux de Vasque qui participent à la formation du 
plasmalemme de l'ascospore. 


L'organisation de protoplastes naturels, tels que les zoospores de 
Pythium (Groves & Bracker. 1978) et de Phytuphthera (Bartnicki-Garcia & 
Hemmes. 1976), nous apporte des informations utiles: dans le cytoplasme de 
ces cellules. on observe divers lypes de vesicules périphériques: les unes 
contiennent des glycoprotéines participant à l'adhésion de la spore. d'autres 
interviennent dans l'expulsion de l'eau: leur membrane se fusionne avec le 
plasmalemme et le renouvelle (Pinto da Silva & Nogueira, 1977): des 
cisternes aplaties bordent la face interne du plasmalemme, sans qu'il y ait 
évidence d'une fusion éventuelle avec ce dernier; ce type de cellule, provisoi- 
rement dépourvu de parois. met en place des siructures adaplėės а un pas- 
sage aquatique. Les protoplastes “artificiels”, obtenus par digestion des pa- 
rois des hyphes, réorganisent leur cytoplasme en développant des systemes 
membranaires comparables, bien que moins spécialisés; d'autre part. 
l'hétérogéneité des hyphes (répartition des organites, nature et quantité des 
réserves nutritives, composition du plasmalemme) explique en partie la 
variabilité des structures observées dans les protoplastes de Nectria et le fait 
qu'une partie seulement d'entre eux peut régénérer. Cette réorganisation 
cytoplasmique, caractérisée par une synthése importante de membranes, mo- 
bilise les réserves preexistantes dans les hyphes. glycogene et lipides, et s'ac- 
compagne d’une activité mitochondriale importante. 


En conclusion, nous proposons un schéma interprétatif de la transfor- 
mation de la cellule hyphale en protoplaste chez Nectria haematococca (Fig. 
18). 
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EXPLICATION DES FIGURES 
Echelle: 0,5um. 


Figure 1: Coupes d'hyphes d'une culture de 24h. Les sections les plus jeunes 
sont riches en glycogene. Les sections plus âgées (à droite) contiennent des inclusions 
lipidiques (en noir). g = glycogène, | = inclusion lipidique. 


Figure 2: Section transversale d'hyphe. Le noyau (М) a une structure 
homogène, la paroi est peu contrastée. 


Figure 3: Coupe d'hyphe temoin traité par le test Patag; le elycogéne est 
contrasté en noir, la structure fibrillaire de (а parai est mise en évidence, (N = noyau, 
m= milochondrie). 


Figure 4: Vue d'ensemble d'hyphes traités par la cytohélicase pendant 3h. Le 
glycogene a disparu; оп observe des vacuoles (V). L'aspect des parois est variable. La 
Meche indique une paroi comparable à celle de la Fig. 2. 


Figure 5: Coupe d'hyphe traité par la cytohėlicase; la paroi apparait légèrement 
digerée (tête de fleche): on observe une légère ségrégation du matériel nucléaire 
{Neches). 


Figure 6: Même traitement: la digestion de la paroi est plus avancée; l'envelop- 
pe nucléaire est dilatée, et un observe une ségrégation spectaculaire entre un matériel 
nucléaire l'ibreux central et un matériel granulaire périphérique. 


Figure 7: Test Patag: il ne reste de la paroi qu'une couche pranulaire fortement 
positive et percée par endroits (flėches). 


Figure $: Coupe traitée par Іа cytohėlicase; l'enveloppe nucléaire est dilatée pur 
endroits: le cytoplasme contient des vacuoles (V) ( m = mitochondries). 


Figure 9: Vue générale d'un protoplaste de Nectria hacmatococca: on observe 
un noyau (М), une vacuole remplie de matériel dense (V), des mitochondries à matrix 
dense et crétes développées (m), des cisternes de reticulum dont certaines bordent le 
plasmalemme (flèches). 

Figure 10: Autre type de protoplastes; les mitachondries ont une matrix claire 
et des crêtes peu développées (Meche); le plasmalemme est sinueux avec quelques 
extrusions (Meche). 

Figure 11: Empilement de cisternes de reticulum lisse: Vorganite indiqué par 
des flèches est peut-être un appareil de Golgi. 

Figure 12: Cisternes dilatées contre la face interne du plasmalemme; la coupe a 
ete traitée par la méthode Patag; seule une vésicule présente une légère réaction posi- 
tive (fleche). 

Figure 13: Empilements de cisternes dans le cytoplasme; ce type de structure 
est assimilable aux lamelles annelces. 

Figure 14: Autre aspect des empilements; les cisternes sont. périodiquement 
dilatées сі aplaties à droite, agglomérat de débris membranaires. 

Figure 15: Formation des cisternos; la membrane nucléaire externe présente 
une serie de dilations (flèches) dont l'aspect est comparable aux cisternes dilatées du 
cytoplasme. 


Figure 16: Détail de 2 bourgeonnements de la membrane nucléaire externe. 


Source : MNHN, Paris 


NECTRIA HAEMATOCOCCA 39 


Figure 17: L'enveloppe nucléaire montre des régions aplaties, d'autres dilatées 
(flèches), précédent la formation d'une nouvelle travée de cisternes. (nu = nucleale; 
y = vacuole). 

Figure 18: Représentation schématique de la transformation d'un hyphe en 
protoplaste chez Nectria haematococca: L'hyphe (11 perd sa paret (2) et le 
protoplaste se réorganise (3,3). 


EXPLANTATION OF THE PLATES 

Scales: 0,5um. 

Figure I: Hyphae section from a 24h culture, Youngest hyphae are rich in 
glycogen. Older hyphae (on the right} countain lipid inclusions (in black} 
g =glycosen, L = lipid inclusions. 

Figure 2: Hyphae transversal section. Nucleus (М) has an homogeneous struc- 
ture, wall is not very contrasted. 

Figure 3: Hyphae section after Patag test; glycogen is black, Hbrillar structure 
of the wall appears. {N = nucleus, m = mitochondria). 

Figure 4: Global view of 3h cytohelicase treated hyphae. Glycogen has 
desappeared. Some vacuoles are observed (У). Walls appearance varies. Arrow 
shows a wall comparable with the on of Fig.2. 

Figure à: Cytohelicase treated hyphae: Wall is slightly digested (arrow head): a 
slight segregation in nuclear material may be observed (arrows). 

Figure 6: Same treatment. Wall digestion is more advanced. Nuclear cover is 
dilated, and dramatic segregation is seen between n fibrous central nuclear material 
and a granular peripheric material. 

Figure 7: Patag test: a strongly positive granular layer, with holes (arrows) is 
the rest of the wall. 

Figure &: Cytohelicase treatment: nuclear cover is dilated in places; the 
cytoplasm countains vacuoles (V). (m = mitochondrion). 

Figure 9: General view of a protoplast of Nectria haematococca: il is observed 
a nucleus (М), m vacuole with dense material (V), mitochondria with dense matrix 
and developed cristae (m), reticulum cisternae of which some arc along the 
plasmalemme (arrows). 

Figure 10: Other type of protoplast; mitochondria have clear matrix and little 
cristae (arrow): plasmalemme is sinuous with some extrusions (arrow). 

Figure 11: Stacks of smooth reticulum vesicules; structure pointed out by arrow 
is perhaps a Golgi apparatus. 

Figure 12: Dilated vesicles along plasmalemme inner face: the section is treated 
by Patag method; a single vesicle (arrow) shows a slight positive reaction. 

Figure 13: Cisternae stacks in the cytoplasm; this structure may be assimilated 
to annulate lamellac. 


Figure 14: Other appearance of stacks; the cisternae are periodically dilated 
and flattened; on the right, agglomerate of membrane fragments. 
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Figure 13: Cisternac formation; outer nuclear membrane shows serial dila- 
nations (arrows) whose appearance is comparable to diluted cisternae in the 
cytoplasm. 


Figure 16: Detail of two blebs of outer nuclear membrane. 


Figure 17: Nuclear cover shows flattened zones, other are dilated, before the 
formation of a new row of cisternae. 

Figure 18: Schemutic representation of hyphae into protoplast transformation 
in Nectria haematococca: The hyphae (1) loss his wall (2) and the pretoplast is 
reorganized (3, 4). 


Source : MNHN, Paris 


NECTRIA HAEMATOCOCCA 41 


Source: MNHN, Pans 
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Source : MNHN, Paris 
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Source : MNHN., Paris 
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Source : MNHN, Paris 
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Source : MNHN, Paris 
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Figure 18 


Source : MNHN, Paris 


